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华北 大 黑金 龟 幼虫 对 注射 细菌 的 免疫 反应 * 


TE 
《中 国 科学 院 动物 研究 所 ) 


MR ”在 华北 大 黑金 龟 三 龄 幼虫 体腔 内 分 别 注 射 病原 菌 Bacillus popilliae RIRA Bacillus me- 
gaterium, 观察 血 细胞 总 数 《THC)》 和 血 淋 巴 蛋白 质 组 分 的 变化 。 注 射 后 15 分 钟 ， 两 者 使 THC 都 下 降 
30% 左右 ,1 小 时 后 开始 回升 。 这 时 , 注射 非 病 原 菌 的 幼虫 THC 上 升 到 最 高 峰 ， 约 超过 正常 的 8696。 此 
后 10 小 时 内 又 经 过 三 次 下 降 和 回升 。 用 形 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 测定 表明 ,注射 病原 菌 的 幼虫 血 淋 巴 会 产生 蛋 
白质 Pras 注射 韭 病原 菌 的 会 产生 Pre A Poo 

关键 词 ”华北 大 黑金 包 ”免疫 反应 ” 乳 状 蕴 巨大 芽孢 杆菌 ”血细胞 数 ” 血 淋巴 蛋白 质 


前 言 

在 害虫 微生物 防治 中 人 们 比较 关心 昆虫 对 病原 产生 免疫 性 的 问题 。 例 如 ， 美 国 曾 一 
度 大 面积 使 用 的 乳 状 菌 ， 对 日 本 金龟 曙 的 感染 力 已 明显 衰退 (Dunbar 和 Beard, 1975). 
Schreiber (1977) 用 铜绿 色 极 毛 杆 菌 Psewdorroras aeruginosa 注射 烟草 天 蛾 Manduca Sexta 
使 该 虫 产生 了 免疫 力 。 因 此 ,在 研究 应 用 昆虫 病原 的 同时 ,开展 昆虫 免疫 机 制 的 研究 是 十 
分 重要 的 。 

关于 昆虫 防卫 机 制 已 有 许多 报道 , 有 的 较 偏 重 于 血细胞 的 功能 CRatcliffe 和 Rowley, 
1981)， 有 的 较 偏重 于 昆虫 体 访 中 的 免疫 因素 。 但 由 于 昆虫 种 类 繁多 以 及 试验 手段 的 不 
同 ,试验 结果 往往 不 一 致 ,至 今 许多 观察 结果 尚未 得 到 确认 〈Boman 和 Hultmark, 1981), 
本 试验 以 华北 大 黑金 饮 Holotrichia oblita Fald. 幼虫 为 对 象 , 研 究 注射 病原 乳 状 菌 Bacillus 
popilliae FIFRA RBA Bacillus megaterium 后 ,幼虫 体内 血细胞 总 数 和 蛋白 质 组 
分 的 变化 ,以 进一步 探讨 昆虫 对 微生物 的 抗 性 机 制 。 

材料 与 方法 

hp i KAE Holotrichia oblita Faid. 三 龄 幼虫 〈 以 下 简称 大 黑 幼 虫 ), 采 上 自 北 
京 、. 山东 和 山西 。 采 回 后 在 室内 用 土豆 饲养 二 周 ， 选 择 虫 龄 一 致 、. 健 壮 的 幼虫 做 试验 。 上 
述 三 地 的 幼虫 经 测定 血 淋 巴 蛋白 质 组 分 基本 一 致 。 

Mit ”病原菌 鲁 乳 1 号 Bacillus popilliae var. Shandong 革 蓝 氏 阴 性 菌 ,山东 花生 研究 
所 分 离 ; 巨 大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium， 苹 蓝 氏 阳性 菌 , 本 实验 室 保 存 。 经 注射 证 明 ， 


对 本 试验 虫 种 不 感染 。 | 
蓝 液 制备 ”为 得 到 乳 状 杆菌 的 营养 体 而 采用 活体 培养 。 按 以 前 的 方法 ( 杨 明 华 ， 


AMF 1983 年 12 月 收 到 。 
* 本 所 于 延 芬 同 志 代 为 照相 。 山 东 花 生 所 宋 协 松 同志 和 山西 农 科 院 谷子 研究 所 赵 天 祺 同志 提供 部 分 虫 种 。 在 此 


一 并 致谢 。 
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1981) 将 芽孢 接种 到 大 黑 幼 虫 体内 ,经 3 一 4 天 之 后 挑选 血 淋 巴 中 有 大 量 营养 体 的 幼虫 ,用 
无 菌 法 收集 血 淋 巴 ,再 用 灭 菌 过 的 PBS 缓冲 液 稀 释 ,离心 (2,000 转 /分 ,5 分 钟 ) 二 次 ， 去 
掉 血细胞 。 最 后 用 PBs 缓冲 液 稀释 到 每 毫升 菌 数 为 2 x 10°, “REN. BAAR 
的 营养 体 是 通过 普通 肉 汤 培养 基 获 得 的 , 30°C 摇 床 培养 24 小 时 , 按 上 述 方法 离心 后 制 得 
(Al PEK RED PAK. BIER 

血细胞 总 数 《 简 称 THC) 统计 法 ”用 上 述 两 种 昔 液 分 别 注 射 50 头 幼虫 ， 每 头 注射 
剂量 为 3 微 升 ( 苦 数 约 6 x 10)。 在 注射 后 15 分 钟 , 1、2、4、6、8、12 小 时 取 血 镜 检 。 每 
个 时 间 间 隔 取 3 头 幼 虫 。 取 血 前 将 幼虫 置 于 55 一 60scC 水 中 5 分 钟 ， 剪 去 第 三 对 足 ,， BK 
放血 4 滴 , 混 合 后 取 其 20 微 升 ,用 Tauber-Yeager* 生理 盐水 稀释 10 倍 后 在 显微镜 下 用 血 
球 计数 板 统计 THC， 每 次 样品 重复 4 次 。 7 

无 血细胞 血 淋 巴 制备 ” 按 上 述 方法 获得 两 种 菌 菌 之 后 ,分 别 注射 40 头 幼虫 。 每 头 3 
微 升 。 在 注射 2、4、6、8、12、24 小 时 后 ,实行 幼虫 单个 放血 ( 取 血 方法 同 前 )。 每 头 幼虫 
放血 0.1 一 0.15 毫升 ,加 等 量 的 无 菌 水 稀释 , 2,000 转 / 分 ,离心 5 分 钟 , REAR, MSE 
的 20% 黄 糖 溶液 后 , 置 冰箱 待 用 。 | 

电泳 方法 “用 7.5 色 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 。 在 每 个 直径 为 5 毫米 的 凝 胶管 中 加 20 一 30 微 
升 血 淋巴 蔗糖 稀释 液 。 电 泳 结束 后 将 胶 柱 放 人 12.5% 三 氯 乙酸 中 固定 2 小 时 ,然后 移 人 
考 马 斯 亮 蓝 染 滤 中 过 夜 。 经 脱色 后 放 在 7% 乙 酸 次 被 中 保存 。 

扫描 ”染色 胶 柱 在 凝 胶 色 谱 扫 描 仪 (CHROMOSCAN 3) 上 扫描 ,波长 为 546nmo 


一 、THC 的 变化 ”本 试验 对 THC 观察 全 部 结果 列 于 表 1。 对 幼虫 不 论 是 注射 那 一 
束 1 注射 两 种 杆菌 后 幼虫 血细胞 总 数 (THC) 的 变化 (X 10/ml) 





取 样 时 间 Chit) 
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* 平均 值 十 标准 差 。 


种 菌 ， 在 注射 15 分 种 内 THC 都 下 降 到 19 x 108/ml 左右 ; 约 为 正常 三 和 龄 幼虫 THC 
(38.25 X 10 /ml)** 的 一 半 。 在 注射 巨大 牙 孢 杆菌 后 1 小 时 ，THC 到 达 最 高 峰 ( 见 图 1), 
将 近 超 过 正和 党 幼虫 血细胞 数 的 85% 左右 ; 注射 乳 状 杆菌 后 的 幼虫 其 THC 也 上 升 , 略 高 
于 正常 。 从 图 1 可 看 出 , 注射 两 菌 之 后 , 其 幼虫 THC 的 上 下 变化 有 类 似 的 地 方 , 即 在 第 
0.25、2、6 小 时 都 下 降 ， 在 第 1、4、8 小 时 都 上 升 。 两 者 的 主要 区 别 在 于 : PEER 
的 幼虫 其 THC 的 上 下 波动 幅度 大 于 病原 菌 , 而 注射 病原 蓝 的 幼虫 ,其 THC 是 在 正常 数 
以 下 变动 。 


* Tauber-Yeager 生理 盐水 的 配方 :在 100mi 水 中 NaCi 4.65g, KCl 0.15g,CaCl, 0. 11g, KE 0. 125ml, 
BALE 0.005, | 
** 指 10 头 正常 三 龄 幼虫 血细胞 总 数 的 平均 数 。 





THC(Xx1i0s m!) 





Thr dhf J 
Al 对 大 黑 幼 虫 和 注射 两 种 不 同 细菌 后 血细胞 总 数 图 2 注射 乳 状 杆菌 《正常 图 谱 , 左 边 ) REAR 
(THC) 的 变化 曲线 菌 后 血 淋 巴 蛋白 质 组 分 在 不 同时 间 的 电泳 图 谱 
—EKF AFA 一 .一 .一 ARFA ---- 正 常 THC 





图 3 we BAS 
a. 正常 幼虫 血 淋 巴 ; b. ESEJE 


二 、 幼 虫 血 淋巴 蛋白 质 组 分 的 变化 ”将 电泳 图 谱 ( 图 2) 同 扫描 曲线 图 (图 3) 相 结合 ， 
可 把 正常 幼虫 血 淋 巴 蛋白 质 图 谱 分 成 15 条 带 ， 其 中 第 3、7、8 和 9 的 位 置 比较 明显 。 由 
于 第 3 和 第 8 条 带 的 颜色 深 而 宽 故 列 为 主 带 ， 成 为 大 黑 幼 虫 血 淋 巴 电泳 图 谱 的 一 个 显著 
标志 。 幼 虫 在 注射 乳 状 菌 后 的 12 小 时 内 ， 血 淋巴 蛋白 质 组 成 同 正常 的 基本 相似 , 仅 在 第 
3 条 主 带 下 面 又 紧 接 着 出 现 一 条 新 带 暂 定名 为 Pao 注射 巨大 芽孢 杆菌 后 ,幼虫 血 淋 巴 蛋 
白质 组 分 有 较 大 的 变化 。 除 在 注射 第 4、.8 小 时 后 出 现 Pa 以 外 ,在 第 8 条 主 带 上 面 出 现 一 
条 着 色 较 深 的 带 5, 暂 定 名 为 Pao 
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讨论 

在 昆虫 体内 注射 细菌 、 真 菌 等 外 来 物质 所 引起 的 血细胞 数 变 化 已 有 许多 报道 (Wittig 
19653 Gagen 和 Ratcliffe, 1976; Horohov 和 Dunn，1982)。 最 早 Wittig (1965) 认为 ， 
不 论 对 昆虫 注射 低 或 高 剂量 的 细菌 都 会 使 血细胞 低 于 正常 水 平 。 后 来 ,Horohov 和 Dunn 
(1982) 用 烟草 天 蛾 做 试验 ,发 现 注射 细菌 15 分 钟 后 THC 明显 下 降 , 1 小 时 后 便 激烈 上 
着 ,并 超过 正常 血细胞 总 数 的 3 一 5 倍 ,而 且 可 维持 4 小 时 左右 。 本 试验 15 分 钟 及 1 小 时 
的 THC 上 升 曲线 同 Horohov 和 Dunn 的 结果 相似 , 但 1 小 时 以 后 的 细胞 数 是 随时 间 而 
有 规律 地 上 下 波动 。 对 于 血细胞 数 的 下 降 和 上 升 的 原因 一 般 都 归于 血细胞 同 菌 体 的 凝结 
(EFA (Ratcliffe 和 Rowley，1981)。 血细胞 数 下 降 表明 有 相当 数量 的 血细胞 参与 了 囊 状 体 
的 形成 。 血 细胞 数 的 上 升 表明 平时 静 息 于 各 器 官 表 面 的 血细胞 在 外 来 微生物 的 刺激 下 ， 
开始 在 血 腔 中 流动 。THC 的 上 下 变化 ， 可 能 反应 了 血细胞 对 细菌 的 围歼 是 多 次 进行 的 。 
从 本 试验 的 结果 还 可 以 看 出 血细胞 对 病原 菌 和 非 病 原 菌 的 反应 程度 有 明显 差异 。 注 射 病 
原 菌 的 幼虫 ,其 THC 虽然 也 经 过 三 次 下 降 和 上 上升， 但 血细胞 总 数 仍 处 于 正常 水 平 之 下 。 
在 这 种 情况 下 ,血细胞 就 不 足以 对 付 侵入 的 微生物 ,最 终 使 寄主 趴 病 致死 。 而 注射 非 病 原 
蓝 的 幼虫 ,其 体内 血细胞 数 比 平时 高 出 许多 ,显示 出 对 细菌 有 抵抗 力 。 是 否 病原 菌 对 大 黑 
幼虫 血细胞 的 防卫 反应 有 抑制 作用 ,需要 深入 研究 。 

Boman 和 Hultmark (1981) 认为 ,对 昆虫 注射 细菌 、 某 些 化 学 物质 .生理 盐水 及 超声 
波 均 能 诱导 昆虫 血 淋 巴 产生 抗菌 物质 。 本 试验 结果 表明 ， 在 大 黑 幼 虫 体内 注射 上 述 两 种 
细菌 之 后 至 少 可 引起 1 一 2 种 可 溶性 蛋白 质 的 合成 和 利用 。 将 这 种 用 巨大 节 孢 杆菌 免疫 
过 的 血 淋 巴 滴 入 含有 巨大 芽孢 杆菌 的 菌 液 中 , 便 能 抑制 该 菌 生长 ( 待 发 表 )。 

昆虫 有 机 体 对 微生物 的 抵抗 中 ， 会 发 生 血 细胞 和 体液 两 种 反应 。 前 者 发 生 在 感染 初 
期 ;大 多 数 在 5 分 钟 就 可 作出 反应 ,这 对 限制 微生物 进一步 发 展 有 重要 作用 ; 体液 反应 则 
需要 较 长 时 间 , 根 据 本 试验 结果 ,最 快 也 需要 6 小 时 。 因 为 诱导 抗菌 蛋白 的 产生 需要 有 个 
过 程 。 目 前 尽管 对 昆虫 免疫 已 有 许多 报道 ， 但 是 对 血细胞 免 商 和 体液 反应 的 相互 关系 仍 
然 不 清楚 。 也 许 在 正常 情况 下 呈 封 闭 状 态 的 抗菌 物质 的 基因 ， 在 寄主 遭受 到 各 种 外 来 物 
质 的 刺激 后 得 到 开放 ,从 而 转录 和 翻译 成 抗菌 蛋白 ， 也 可 能 血细胞 在 初期 的 防卫 反应 中 伟 
递 了 这 种 信息 。 这 些 将 是 今后 研究 昆虫 防卫 机 制 的 重要 课题 。 
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IMMUNE RESPONSE OF HOLOTRICHIA OBLITA LARVAE 
FOLLOWING INJECTION OF BACTEREA 


YANG MING-HUA 
(Institute of Zoology, Academia Sinica) 


In ‘the larvae of Holotrichia oblita, changes in the hemocyte population and henio- 
lymph protein pattern were effected following the injection with either the pathogen 
Bacillus popilliae or the nonpathogen B. megaterium. The total hemocyte count (THC) 
was reduced to half of that of the untreated larvae about 15 minutes after the injec- 
tions with both bacteria and reached the maximal level or 86% higher than the normal 
at 1 hour after the injection with B. megaterium. The THC fluctuated regularly in the 
course of 12 hours after that injection and this could be perceived at two hours’ in- 
tervals. By dise polyacryamide gel electrophoresis it was shown that a new protein 
fraction P8a appeared in the hemolymph of the larvae injected with B. popilliae while 
two fractions Ps. and Ps, appeared in the larvae injected with B. megaterium. 

Key words Holotrichia oblita—immune response—Bacillus popilliae—Bacillus me- 
gaterium—hemocyte counthemolymph protein 


